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Abstract (Basic) : DE 19841337 CI 

NOVELTY - The opening is introduced into the cell (3) membrane 
within the area of the cell mounting (5) and spaced away from the 
support edge 

DETAILED DESCRIPTION - An INDEPENDENT CLAIM is included for 
suitable equipment which includes the cell mounting with e.g. 
appropriate instruments, electrodes and/or radiative energy sources. 

USE - To add or remove substances and/or components to or from the 
interior of a single cell. 

ADVANTAGE - The new method simplifies manipulation of and access to 
cell contents. It obviates the conventional, expensive, time-consuming 
manual positioning of a hollow needle onto the cell of interest. 
Resting and adhering on the mounting, the remainder of the cell and its 
membrane seal the contents. The contents of the cell are effectively 
electrically-insulated from the nutrient (2) in this configuration. 

DESCRIPTION OF DRAWING (S) - The cell is seen attached to the 
support, in cross section. 

nutrient (2) 

cell (3) 

cell mounting (5) 

pp; 13 DwgNo 1/11 
Technology Focus: 

TECHNOLOGY FOCUS - INSTRUMENTATION AND TESTING - Preferred 
Apparatus: The opening is made in the cell membrane by one or more of 
the following, which is applied, acts, or is focused to act, locally: 
electroporation (voltage pulse) ; mechanical impulse; ultra- or 
hypersonic sound waves; such waves in superposition to induce high 
amplitude oscillation; energetic radiation, laser radiation; chemical 
poration substance; radiation-, chemically- or electrical field- 
activated substance; reduced pressure and/or overpressure. Suction 
attaches the cell to the resting surface. Through the cell membrane 
opening, a substance and/or cell component is removed from the cell 
interior. Alternatively or in addition, such a substance or component 
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© Verfahren und Vorrichtung zur intrazellularen Manipulation einer biologischen Zelle 

© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur intrazellularen v ^ 

Manipulation einer biologischen Zeile (3), die in einem ~ * 

Nahrmedium (2) adharent an einem Auflagebereich (5) 
angelagert wird. Innerhalb des Auflagebereichs (5) der 
Zelle (3) wird mit Abstand von deren Auflagerand eine 
Offnung in die Zellmembran der Zelle (3) eingebracht. Da- 
bei dichtet der die Offnung umgrenzende, an dem Aufla- 
gebereich (5) anhaftende Rand der Zellmembran die im 
Inneren der Zelle (3) befindliche Zellflussigkett gegen das 
Nahrmedium (2) ab und isoliert die Zellflussigkeit gegen 
das Nahrmedium (2). Durch die Offnung hindurch wird 
das Innere der Zelle (3) manipuliert. Die Erfindung betrifft 
ferner eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
(Fig. 1). 
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Besehreibung 

Die Erlindung be t riff t ein Verfahren /.ur intrazelluliiren 
Manipulation wenigstens einer in einent Nahnnediuni be- 
lindlichen, adharent an einem A ullage bereieh angel agertcn 5 
bio log isc hen Zelle, wobei in die Zellnienibran derZelle eine 
Offnung eingebracht und das Zellinnere durch diese Otf- 
nung hindurch manipuliert wird. Die Erlindung hezieht sich 
ferner auf eine Vorrichtung zur Manipulation des Zellinne- 
ren wenigstens einer in einerti Nahnnediuni befindlichen, to 
eine Zellnienibran aufweisenden biologischen Zelle, tuit ei- 
ne in Objekttrager. der wenigstens einen Autlagebereich hat, 
an dern die Zelle adharent anlagerbar ist, mit eincm Porati- 
onswerkzeug zum Offnen der Zellnienibran, und mil wenig- 
stens eine m im Bereieh des Porationswerkzeugs beflndli- 15 
chen Durch trittskanal zur Manipulation des Zellinneren. 

Aus Alberts, B. el al., Molekularbiologie der Zelle, 3. 
Auflage. VCTI-Verlag (1995), Seite 212 ff. kennt man be- 
reits eine Vorrichtung der ein gangs genannten Art, die eine 
mit einer A bsaug vorrichtung vcrbundene, aus einen > eiek- -U 
trisch isolierenden Material bestehende Hohlnadel mil einer 
Innenhohlung aufweist, die am freien Ende der Hohlnadel 
eine 0 timing har. Zum O tin en der Zellnienibran wird die 
am freien Ende der Hohlnadel befindliehe OtTnung auBen- 
seitig an die Zellnienibran angesctzt. urn dann rnittels der ^5 
Absaugvorrielnung einen Unterdruck in der Innenhohlung 
der Hohlnadel zu erzeugen. Durch diese n Unterdruck wird 
ein vor der Offnung der Hohlnadel befindliches Ze 11 mem- 
bran stuck aus dem Me mb ran verb and herausgerissen. Nach 
dem Einbringen der OlTnung in die Zellnienibran isoliert die .50 
an dem die OtTnung umgrenzenden Randbereich der Zetl- 
membran angreifende Hohlnadel die im Inneren der Zelle 
en thai re ne Zeliflussigkeit elek trisch gegen das Nahrnie- 
dium. Durch die in die Zellnienibran eingebrachte OtTnung 
hindurch wird dann das Innere der Zelle manipuliert. Bei- 35 
spielsweise kann der Zellkern durch Ansaugen von Zellflus- 
sigkeit in die Hohlnadel aus der Zelle em term werden und 
ansch lie Bend ein anderer Zellkern durch die OtTnung in das 
Zellinnere eingebracht werden. 

Das vorbekannte Verfahren und die fur Durch tun rung des 40 
Vert ah re ns verwendete Vorrichtung haben den Nachtcil. da/3 
zum Positionieren der Hohlnadel an der Zelle ein Mikrotna- 
nipulator e rf order lie h ist. Dadurch ergibt sich eine vcr- 
gleichsweise komplizierte und teure Vorrichtung. AuBerdeiu 
wird die Zuganglichkeit der auf dem Objekttrager be find li- 45 
chen Zellen durch den Mikronianipu later stark einge- 
schrankt. Das Verfahren und die Vorrichtung eignen sich 
deshalb nur fur eine intrazellulare Manipulation einzelner 
oder alien falls fur eine gleichzeitige Manipulation einer 
kleinen An /.ah I auf dem Objekttrager be find lie her Zellen. 50 
Dabei ist ein aufwendiges man ue lies Positionieren der 
Hohlnadel an der Zelle erforderlieh. 

Aus Alberts, B. et al., Molekularbiologie der Zelle. 3. 
Auflage. VCH-Veriag (1995), Seite 213 isfauch bereits be- 
kannt. eine in eineni Nahnnediuni schwimmende Zelle zwi- 55 
schen zwei jeweils von derZelle beabstandeten groBflaehi- 
gen Elektroden anzuordnen und an diese Elektroden eine 
elektrische Spannung anzulegen. Dabei wird die Zellmeni- 
brane der Zelle durch Elektroporarion an mehreren Stellen 
gleichzeilig geoffnet, so daB in dem Nahnnediuni belindli- 60 
ones, in die Zelle einzubringendes Gen material durch die 
Offnungen derZelle hindurch in das innere der Zelle dilTun- 
dieren konnen. Nach tei tig ist dabei jedoch. daB eine sole he 
Einbringung von Genmaterial slatisiischen Sehwankungen 
unterliegt und von verse hiedenen Para me tern beeinfluBt 65 
wird, wie bei spielsweise der Konzen I ration des Gen materi- 
als im Beret ch der Zelle, der GroBe des cinzubringenden 
Gen mate rials und der Orotic der in die Zellnienibran einue- 
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brae hi en Offnungen. Das vorbekannte Verfahren ernioglich 
somit keine gezielte Manipulation des Zellinneren. 

Es best e hi deshalb die Aufgabe, ein Verfahren und eine 
Vorrichtung der eingangs genannten Art. zu schaffen, die ein 
ein laches Manipulieren des [nneren einer Zelle ermog li- 
chen, fn she sonde re soli ein aufwendiges nianuelles Positio- 
nieren einer Hohlnadel an der zu behandelnden Zelle ver- 
mieden werden. 

Die Eosung dieser Aufgabe best eh t beziiglieh des Verfah- 
rens darin, daB die Offnung innerhalb des Auflagebereichs 
der Zelle und mit Absrand von deren Autlagerand in die 
Zellniembrane eingebracht. wird. 

Dadurch ist es nioglich, ein fur das Einbringen der Zell- 
nienibran-Offnung verwendetes Porationsniittel oder ein 
Porationswerkzeug in dem Auflage bereieh der Zelle an dem 
Objekttrager anzuordnen, so daB die Zelle beim Anlagern an 
dem Autlagebereich gleichzeilig auch an dem Porationsniit- 
tel oder dem Porationswerkzeug posit ioniert ist. Dadurch 
kann ein aufwendiges nianuelles Positionieren eines Porati- 
onswerkzeug es en (fallen. Da die Offnung innerhalb des 
Auflagebereichs der Zelle und mil Abstand voni Rand des 
Auflagebereichs in die Zellnienibran eingebracht wird, dich- 
tei der die Offnung umgrenzende, adhiirent an dem Auflage - 
bereich an haft ende Mem bran bereieh der Zelle die Offnung 
gegen das Nahnnediuni ab. Die im Inneren der Zelle betind- 
liche Zeliflussigkeit ist dadurch elektrisch weitestgehend ge- 
gen das Nahnnediuni isoliert, so daB ein Potentialausgleieh 
zwi schen dern Ze II potential im [nneren der Zelle und dem 
des Nahnnediums verhindert wird. Durch die in die Zell- 
membran eingebrachte Offnung hindurch kann dann das 
Zellinnere manipuliert werden. 

Bei einer besonders vorteilhaften Aus fun rungs form der 
Ernndung wird die OtTnung rnittels Elekrroporation in die 
Ze 1 1 me rub ran eingebracht. Beider Durchfuhrung des Ver- 
fahrens kann bei spielsweise eine Elcktroporations-Elek- 
trode in dem Autlagebereich fiir die Zelle angeordnet wer- 
den, an der sich die Zelle adhiirent anlagert. Zum Einbringen 
der Offnung in die Zellnienibran braucht dann nur noch eine 
elektrische Spannung zwi schen der ELektroporations-Elek- 
trode und dem Nahnnediuni angelegt zu werden, die einen 
etektri schen Strom flu 6 bewirkt, der die Zellnienibran ofinet. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform der Erlindung wird 
zum Einbringen der Offnung in die Zellnienibran auf einen 
Teilbereich der Zellnienibran wenigstens ein mechanise her 
Impuls ausgeiibt. Dabei lost sich dieser Teilbereich der Zell- 
nienibran aus rieni Membranverbund heraus. Gegebenen- 
falls kann auch eine ImpulsrbLge mit mehreren Einzelimpul- 
sen zur Anwendung koninien. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn die OlTnung niittels 
Sc hall we lien, insbesondere Ultra- und/oder Hyperschall- 
wellen in die Zellnienibran eingebracht wird. Dabei ist es 
sogar nioglich, daB die S chat I we lien auf den zu otfnenden 
Bereieh der Zellnienibran fokussiert. wird und/oder daB 
mehrere Schallwellen derart uberlagert werden, daB sich 
ihre Schwingungen in dem zu offnenden Bereieh der Zell- 
nienibran zu einer Schwingung mit erhohter Amplitude 
u he r lager n. Die Zellnienibran kann dadurch beriihrungslos 
geoffnet werden. 

Eine her uhrungs lose Offnung der Zelimeni bran kann aber 
auch in der Weise erfolgen, daB ein Teilbereich der Zell- 
nienibran mil energiereicher Strahlung, insbesondere mit 
Easerst rah lung best rah It wird. Dabei wird die We Hen I an ge 
der Strahlung vor/ugsweise so gewahlt, daB die Zellmem- 
bran die Strahlung gut absorbiert. ZweekinaBigerweise wird 
die Strahlung an dem Autlagebereich der Zelle in diese ein- 
gekoppelt. Gegebenenfalls kann ein Easerstrahl aber auch 
aufSerhalb des Auflagebereichs in die Zelle cingekoppelt 
werden, indetu in einen dort befindlichen Me nib ran bereieh 
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zunachst cine kleine EinkoppeldlVnung eingebracht wird. 
durch die der Laserstrahl anschlieBend durch das Tnnorc dcr 
Zelle hindurch auf einen ini Aullagebereich dcr /ellc be- 
tindlichen Membranbereich projiziert wird. urn dort durch 
Verschwenken des Laserstrahls urn die Einkoppcloffnung 
einen Teilbereieh der Membran aus dein Menibranverbund 
herauszuschneiden. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform des Vcrtahrcns wird 
die Offnung durch Einwirkung einer chemischen Porations- 
Substanz in die Zelliucinbran eingebracht. Als Porations- 
tnittel kann dabei beispielsweise ein Perforin oder Triton® 
verwendet werden. 

Besonders vorteilhaft isr, wenn cine elektriseh und/odcr 
chemisch und/oder durch Strahlung aktivierbare chemische 
Substanz verwendet wird und wenn diese Substanz zurn 
Einbringen der Offnung in die Zellmernbran durch Einwir- 
kung von Strahlung, einer Chemikalie und/oder eines elek- 
trischen Feldes aktiviert wird. Die Substanz wird also durch 
Energiezufuhr aktiviert. Dabei konnen zurn Beispiel freie 
Radikale erzeugt werden, welche den zu offnenden Teilbe- 
reich der Zellmernbran zerstoren. rrn inaktiven Zustand ver- 
hall sich die Substanz gegenubcr der Zelle weitgehend neu- 
tral, so daB sic das Anlagern der Zelle an den.rAuMasebe- 
reich prakrisch nicht beeinlluBt. Es kann auch eine chemi- 
sche Substanz verwendet werden. die durch Zugahe einer 
weiteren Substanz chemisch aktiviert. wird. 

Eine andere Ausiuhrungsfonn des Verfahrens sieht vor, 
daB ein zu offnender Teilbereieh der Zellmernbran durch 
Beaufschlagung mit einem Unterdruck und/oder einern 
Uberdruck aus dent Mernbranverband herausgelost. wird. 
Dazu kann beispielsweise in einem den Autlagebereieh auf- 
weisenden Objekttrager innerhalb des Aurlagebereichs eine 
kleine Offnung vorgesehen sein, durch welche die Zelle so 
stark angesaugt wird. daB der vor der Offnung befindliche 
Membranbereich aus dent Menibranverbund herausgerissen 
wird. Zurn Offnen der Zelltnembran kann durch die Offnung 
hindurch aber auch ein Uberdruckimpuls auf einen Mein- 
branbereich dcr Zelle ausgeiibt werden. 

Vorteilhaft ist. daB die Zelle durch eine Saugkraft an dem 
Autlagebereieh fixiert wird. Dadurch kann das^Anhaften der 
Zelle an dem Autlagebereieh eines Objekttragers verbesserr 
werden. Die Saugkraft ist dabei so bemessen. daB die Zell- 
rnembran durch die Saugkraft mechanisch nicht heschadiszt 
wird. 

Vorteilhaft ist. wenn nach dem Einbringen der Offnung in 45 
die Zellmernbran durch die Offnung hindurch wenigstens 
eine Substanz und/oder ein Zellbesiandteil aus dem Zellin- 
neren entnommen und/oder in das Zeilinnere eingebracht 
wird. So kann beispielsweise ein Medikament. ein" Protein 
und/oder eine andere biologisch wirksame Substanz durch 
die Offnung hindurch in das [nnere der Zelle gebracht wer- 
den. urn dercn Reaklion zu testen. Es kann aber auch ein 
Gen oder ein Genfragment aus der Zelle entnommen oder in 
diese eingebracht werden. Es kann sogar der Zellkern durch 
die Offnung hindurch aus der Zelle entnommen und durch 55 
einen anderen ersetzt werden. 

Bezuglich der Vorrichtung besteht die Losung der vorste- 
hend genannten Aufgabe darin. daB das Porationswerkzcug 
innerhalb des Auflagebereiehs angeordner ist. Die Zelle 
kann sich dadurch an dem in dem Aullagebereich befindli- 60 
chen Porationswerkzcug anlagern. fn vorteilhafter Weise 
wird dadurch ein aufwendiges manuelles Positionieren des 
Poraiionswerkzeuges an der Zelle vermieden. Auch werden 
keine Hilfsvorriehtungen, wie beispielsweise Mikromanipu- 
latoren benotigl. Dadurch ist es moglich. ruehrere dieht be- 65 
nachbart zu einander in dem Autlagebereieh angeordnete 
Zellen gleichzeitig intrazellular zu manipulieren. Nach dem 
Einbringen der OtVnung in die Zellmernbran verbleibt der 
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die Offnung umgebene Rand der Zellmernbran mit dem 
Autlagebereieh des Objekttragers in Beruhruny und dichiei 
die Offnung der Zellruembrane gegen das Nahrmedium ab. 
Eine besonders voneilhafte Ausfuhrungsform der Erlin- 
5 dung sieht vor. daB das Porationswerkzcug innerhalb ties 
Auflagebereiehs von wenigstens einem elektrisehen Isolator 
umgrenzt ist. Durch den elektrisehen Isolator ist die im Tn- 
neren der Zelle befindliche Zelltlussigkeit dann elektriseh 
gut gegen das Nahrmedium isoliert. so daB das Tnnere der le- 
io benden Zelle uber einen langeren Zeitrauru manipuliert wer- 
den kann. ohne daB die Zelle abstirbt. Der Isolationswider- 
stand ist abhiingig vorn Zelltyp und ist vorzugsweise groBer 
als 10 Megaohm. Dadurch wird ein Potentialausgleich zwi- 
schen dem Nahrmedium und der Zelltlussigkeit weitestge- 
15 hend unterbunden. Gegcbenenfalls kann der Objektrrager 
vollsiandig aus einem isolierenden Material bestehen. Der 
Isolator kann aber auch im Inneren des Ob jekt tracers mit 
Abstand zur Oberllaehe des Auflagebereiehs angeordnet 
sein. 

*J Vorteilhaft ist. wenn das Porationswerkzcug die im Aulla- 
gebereich des Objekttragers belindliche Miindung des 
Durehtrittskanals im wcsentlichen konzentrisch umgrenzt. 
Das Zeilinnere kann dann durch die Offnung hindurch noeh 
besser manipuliert werden. ohne daB bei der Manipulaiion 
25 der die Offnung umgrenzende Randbereich der Zellmern- 
bran beschadigt wird. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzcug 
eine Elekiroporarions-Elektrode is/, der eine mit dem Nahr- 
mediuni in Kontakt bringbare Referenzelektrode zugeordnet 
>o ist, und wenn die Elektroporai.ions-Elektrocie und die Refe- 
renzelektrode zurn Elektroporieren der Zellmernbran der 
Zelle mit einer elektrisehen Spannungsquelle verbindbar 
sind. Die Elektroporarions-Elektrode ist" innerhalb des Auf- 
lagebereiehs des Objekttragers angeordnet, so daB sich eine 
-*5 an dem [solator adharent angelagerte Zelle gegebenenfals an 
der Elektrode anlagern kann oder sich zutnindest bis in den 
Wirkungsbereich eines von der Elektrode ausgehenden 
elektrisehen Feldes an diese annahern kann. BeinrAnlegen 
der Elekrroporations-Spannung an die Elektrode tlieBt ein 
elektrischer Strom, der in die Zelltnembran eine Offnung 
einbringt. Dabei verbleibt der die Offnung umgebene Rand 
der Zellmernbran mit dem Aullagebereiefiin Beruhrung und 
dichtet die Offnung gegen das Nahrniedium ab. NacfT dem 
Einbringen der Offnung in die Zellmernbran wird die Elek- 
trode von der Eiektroporations-Spannungsquelle getrennt, 
so daB das Innerc der Zelle dann durch die Offnung hindurch 
veranderr werden kann. 

Bei einer vorteilhaften Ausfuhrungsform der Vorrichtung 
ist das Porationswerkzcug zurn Offnen der Zelltnembran de*r 
Zelle mittels wenigstens eines Aktuators, insbesondere ei- 
nes Piezoelernents quer zur Oberllaehe des Autlagebereichs 
relativ zu dem Objekttrager bewegbar. Bei dieser Vorrich- 
tung wird die Offnung also mechanisch in die Zellmernbran 
eingebracht. Dabei kann das Porationswerkzcug gegcbenen- 
falls weehselweise auf die Zellmernbran zu urkfvon dieser 
wegbewegt werden. Zu diesem Zweck kann der Aktuator 
mit einer Ansteuereinrichtung zurn Erzeugen einer mechani- 
schen Schwingung, insbesondere einer Ultra- oder ITvper- 
schallschwingung verbunden sein. Das Porationswerkzcug 
kann in einer rechtwinklig oder in einer sehrag zur Obertla- 
che des Autlagebereichs verlaufenden Richtung relativ zu 
dem Objekttrager bewegbar sein. 

Vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzcug mindestens 
cine, vorzugsweise gegenubcr der Oberllachenebene des 
Autlagebereichs vorstehende scharfe Spitze oiler Kante auf- 
weist. Das Poratationswerkzeug kann dann gegcbenenfalls 
an der Zellmernbran anltegen. so daB diese noon besser me- 
chanisch geoffnet werden kann. Wenn das Porationswerk- 
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zcug cine Elekt rode zum Eiektroporieren der Ze II membrane 
ist. ergibt sich bcirn Aniegen einer Porationsspannung an die 
Elekirode an dor scharfen Spitze oder Kante cine besonders 
ho he elektrische Feldstiirke. was das Offnen der Zellinem- 
brane erleichert. 

Besonders vorteilhaft ist, vvenn als Porationswerkzeug ein 
Lasersirahl vorgesehen ist und vvenn der Si rah len gang des 
Laserstrahls durch den Durchirittskanal hindurch zu der ini 
Aullagebereich befindlichen Mundung gefuhrt ist. Mit die- 
ser Vorrichtung kann ein Teilbereich der Zellniembran kurz- 
/eitig mit energiereieher optischer St rah lung best rah It wer- 
den, wobei sich dieser so stark erwanut, daB sich die Zell- 
niembran offnet. Gegebenentalls konnen innerhalb oder au- 
Berhalb des Durehtrittskanals Strahlfiihrungsmittel angeord- 
net sein. 

Besonders vorteilhaft ist. vvenn zum Erzeugen des Laser- 
strahls eine La.se rdi ode in den Objekttrager integriert ist. 
Dabei kann die Laserdiode sogar direkt hinter der Mundung 
des Durehtrittskanals angordnet sein. so daB die Laserstrah- 
Lung unniittelbar und somit weitgehend verlustfrei in die 
Ze I line tub ran der an dent Aullagebereich angelagerten Zelle 
eingekoppelt werden kann. 

Bei einer vorteilhaften Ausfuhrungsfonn ist vorgesehen, 
daB das Porationswerkzeug zum Offnen der Zellnieivibran 
der Zelle im Aullagebereich des Objekttragers eine chemi- 
sche Porations-Substanz aut'weist und/oder daB eine chenii- 
sche Porations-Substanz durch den Durchtrittskanal zu des- 
sen Mundung zutuhrbar ist. Die Offnung kann also auch 
cheniisch in die Zeihnembran eingebrachr werden. wobei 
als Porationsmittel zinn Beispiet Pertbrine oder Triton® ver- 
wendet werden konnen. Gegebenentalls kann der Durch- 
trittskanal mit. einern die Porations-Substanz enthaltenden 
Depot verbunden oder verbindbar sein, aus dent die Porati- 
ons-Substanz der Zellniembran zutuhrbar ist. 

Bei einer anderen A us tun rungs form we ist die Vorrich- 
tung we nigs tens eine Pumpe auf, die zum Offnen der Zell- 
niembran durch Beaufschlagung mit Unter- oder Uberdruck 
mil dem Durchtrittskanal verbunden ist und/oder daB in der 
Durchtrittskanal iiber ein Ventil oder dergleichen Absperr- 
e lenient mit : einer n Unter- oder Uberdruckspeicher verbind- 
bar ist. Die Offnung kann dann durch Unter- oder Uberdruck 
in die Zellniembran eingebrachr werden. wobei der Unter- 
bzw. Uberdruck nach dem Offnen der Ze lime mb ran abge- 
sehaltet wird. Dadurch wird bei eineni Offnen der Zellniem- 
bran durch Unterdruck ein Absaugen von Zelltlussigkeit aus 
dem [nneren der Zelle weitestgehend vermieden. Entspre- 
chend wird beini Offnen der Zellniembran mittels Uber- 
druck vermieden. daB ein in dem Durchtrittskanal behndli- 
ch.es Medium, das vorzugsweise ein Fluid ist. in das Innere 
der Zelle gelangen kann. Zum Abschalten des Unter- bzw. 
Uberdrucks kann beispietseise eine beim Offnen der Zell- 
membran in dem Durchtrittskanal auftretende Druckveran- 
derung errrtiftclr werden. In vorteilhaft er Weise kann der 
Durchtrittskanal vor dem Anlagern der Zelle auch dazu ge- 
nutzi werden, um Nahrmedium aus dem Aullagebereich ab- 
zusaugen. so daB in dem Nahrmedium eine Stromung ent- 
sleht, welche die darin behndlichen Zellen zu der im Be- 
reich des Porationswerkzeugs angeordneten Mundung des 
Durehtrittskanals leitet. 

Eine vorteilhafte Ausfuhrungsfonn sieht vor, daB das Po- 
rationswerkzeug an eine m gegenuber der Oberflachenebene 
des A ullage bereichs vorstehenden Vbrsprung angeordnet 
ist. Dadurch ergibt sich ein guter elekt rise her und/oder nie- 
chaniseher Kontakt z wise hen dem Porationswerkzeug und 
der Zellniembran. 

ZweckmaBigerweise ist vorgesehen. daB sich der Quer- 
schnitt des Vorsprungs ausgehend von der Oberllaehen- 
ebene des Aullayebereichs zu der am weitesten vorstehen- 
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den S telle vcrjungi. Die Zelle haftet dann im Bercich des 
Vorsprungs besonders gut an dem Aullagebereich des Ob- 
jeknragers an. AuBerdem kann tier Isolator bei der ITersiel- 
lung des Objekttragers als Beschichtung fertigungstech- 
5 nisch besser auf dem sich verjungenden Bereich des Vor- 
sprungs aufgetragen werden. 

Bei einer vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung ist 
vorgesehen. daB der Objekttrager im Aullagebereich eine 
Prolilierung aufweist. die wenigstens eine um das Porations- 

io werkzeug umlaufende Protilierungsvertiefung und/oder ci- 
ne n um das Porationswerkzeug umlaufenden Pro h" lie rung s- 
vorsprung hat. Dadurch wird eine bessere Abdiehtung der 
Zelltlussigkeit. gegen das Nahnnedium durch die an dem 
[sol at or anhaftende Zellniembran erreicht. 

15 Vorteilhaft isi. wenn die Profi lierungsvertiefung und/oder 
der Prohlierungsvorsprung in Ersireckungsrichtung durch 
wenigstens eine Unterbrechung unterbrochen ist. Die Zelle 
kann dann im Bereich der Prolilierung besser an der Oher- 
llache des Objekttragers anhafien. Der Profi lierungs vor- 

20 sprung bzw, die Profi lierungs vert ie lung konnen beispiels- 
weise eine Wabenstruktur oder eine Struktur nach Art eines 
Karo- oder Schachbrettmusters aufweisem 

Besonders vorteilhaft. ist, wenn die Protilierungsvertie- 
fung und/oder der Prorilierungsvorsprung ringformig ausge- 

-5 bildet ist und wenn vorzugsweise mehrere solcher ringfor- 
miger Profilierungsvertiefungen und/oder Profi lierungs vor- 
sprunge im wesent lichen konzent risen zum Porationswerk- 
zeug angeordnet sind. Somit sind radial zum Porationswerk- 
zeug mehrere Profilierungsvertiefungen und/oder -vor- 

30 spriingc hintereinander geschaltet bzw, ineinander ver- 
schachtelt, so daB die Zelltlussigkeit noch besser gegen das 
Nahnnedium abgedichtet ist. 

Eine be vorz ugte Ausfuhrungsfonn der Erfindung sieht 
vor. daB der elektrische Isolator eine an der Oberflaehe der 

35 Prolilierung angeordnete Isolationsschicht ist. In vorteiihaf- 
ter Weise wird durch die so profi Lie rte Isolationsschicht der 
Weg fur einen an der Obertlache des Isolators von der Zell- 
fliissigkeit zu dem Nahnnedium ilieBenden Kriechstrom 
vergroBert, so daB die im Inneren der Zelle belindliche Zell- 

40 fiussigkeit nach dem Offnen der Zellniembran noch besser 
gegen das Nahrmedium isoliert ist. 

Eine andere Ausfiihrungsform sieht vor, daB der (die) 
Prorilierungsvorsprung (-vorspriinge) auf die Oberllache 
des elekt rise hen Isolators aufgebraeht ist (sind). Der Objekt- 

45 trager ist dann fertigungstechnisch einfacher hersrellbar. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn daB im Aullagebereich 
des Objekttragers an dessen Obertlache eine wenigstens ein 
Zelladhasionsproiein aufweisende Beschichtung und/oder 
eine hydrophile Beschichtung und/oder un mine I bar benach- 

50 ban zu dem Porationswerkzeug eine hydrophobe Beschich- 
tung angeordnet ist. Die Zeihnembran der Zelle haftet dann 
besser an dem Objekttrager an. Die Ze II adhiisi on s- Be- 
schichtung kann beispiels weise Laniinin, Fibroneclin oder 
Poly-L-Lysin aufweisen. Gege be nen falls kann an dem an 

55 di e El ek t rode a ng re nze n de n Rand des A u M age be re i chs a u ch 
eine hydrophobe Beschichtung mit Bindungsstellen fur in 
der Zellniembran belindliche hydrophobe Lipide angeord- 
net sein. 

Vorteilhaft ist; wenn als niechanische Fuhrung fur die 
60 Zellen beidseits des Porationswerkzeugs Begrenzungs- 
vviinde angeordnet sind. die vorzugsweise einen nutenarti- 
gen Fuhrungskanal beg re nze n. Dabei ist das Porationswerk- 
zeug vorzugsweise mit tig z wise hen den Begrenzungs wiin- 
den am Nutgrund des Fuhrungskanal angeordnet, so daB in 
65 dem Fuhrungskanal belindliche Zellen sich im wesent lichen 
nur in Ersrreckungsriehuing des Fuhrungskanals bewegen 
konnen und dann /wangslauhg mit dem Porationswerkzeug 
in Beruhrunu iieraten. 



BN8DOCID: <£>E__1 9641337C1JL> 



DE 198 ^ 

7 

Vorteilhaft isi. wcnn zum Erzeugen eines die Zelle zu dem 
Poralionswerkzeug leiienden elcktrischen Feldes im Auila- 
gebercich und/oder benachbart da/.u wenigstens cine Zu- 
satzelektrode angeordnet isi. Dadurch kann an dcr Obertla- 
che des Objektiragers ein elektrisches Fold crzeugt wcrden, 
das auf biologische /cllcn. dercn Dielektrizitatskonsiante 
sich von derjenigen des Nahnuediums. in dem sie angeord- 
net sind. unterscheidet. eine Kraft ausiibt, welche die /cllcn 
zu dent Porationswerkzcug lei let. 

Bci einer bevor/.ugien Ausfuhrungsform der Erhndung isi 
dcr Objekiirager als eiwa plaitenfonniges Tragerteil ausge- 
bildei. das an einer Flaehseiie den Auflagebereich aufweist. 
daB der Durchtritiskanal den Objekiirager uusgehend von 
deiu Auilagebercich zu der diesem abgewandten Riickseite 
des Objektiragers durchsetzt, und daB dcr Objekiirager im 
Bercich des Durchtritiskanals eine Wandungsschwachung 
aufweist. die in Erstreekungsrichtung des Durchtritiskanals 
eine kleincre Abrnessung aufweist als ein zu der Wandungs- 
schwachung be nach barter Wandungsbereich. Dcr Durch- 
tritiskanal isi also im Bercich einer Wandungsschwachung 
durch den Objekiirager hindurchgeluhrt und durchseizt die- 
sen vorzugsweise rechtwinklig zu dcr durch den Auilagebe- 
rcich aufgespannien Hbene. Dadurch wird cine besonders 
kurze Durchtritlskanallange erreicht. Dcr Durchtritiskanal 
kann beispielswcise ruit einer an der Riickseite des Objekt- 
iragers angeordneten Pumpe oder einer Absaugeinrichtung 
verbunden scin. Der an die Wandungsschwachung angren- 
zende und diese vorzugsweise urngrenzende Wandungsbe- 
reich des Objckttragers wcist cine groBere Wandicke auf als 
die Wandungsschwachung, was die mechanise he Stabiliiat 
des Objckttragers verbessert. 

Vorteilhaft ist. wenn die Wandungsschwachung an einer 
an der dein Auflagebereich abgewandten Riickseite des Ob- 
jckttragers befindlichen. vorzugsweise trichterfonnigen 
Einfonnung angeordnet ist. Der Auflagebereich kann dann 
in einer sieh bis uber die Wandungsschwachung hinweg er- 
st rcckenden Ebene angeordnet scin, so daB sich die Zellen 
besser daran anlagern konnen. 

Eine besonders vorteilhafte Weiterbildung der Erfindung 
sieht vor, daB in dem AuMagebereich mehrere. jeweils wo- 
nigstens einen Durchtritiskanal aufweisende Porationswerk- 
zeuge vorzugsweise als Arrays angeordnet sind. Mit einer 
solehen Vorrichtung kann cine Viclzahl dicht zueinander be- 
nachbarter Zellen entweder gleichzcitig oder zeitlieh nach- 
einander intrazellular manipuliert wcrden, wodurch statisti- 
sche Sehwankungen eleminien wcrden konnen. Gegebenen- 
falls kann in den Objckuragcr auch cin Multiplexer inte- 
grien scin. mit dem eine Viclzahl von Elektroporations- 
Elcklrodcn wechselweise nachcinander angesteucrt. wcrden 
konnen, wodurch sich An /a hi dcr Zuleitungen zu deru als 
Objekiirager entsprechend reduziert. 

■ * Nach folg end sind Ausfuhrungsheispiele der Errindung 
anhand der Zeichnung naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung zur Ma- 
nipulation des Zellinneren einer Zelle. mit cinem ein Porati- 
onswerkzcug aufweisenden Objekiirager, auf dem eine in 
eineni Nahrmedium betindliche biologische Zelle adhareni 
angelagert ist. 

Fig. 2 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung ahnlich 
Fig. I. wobei jedoch der Auilagebercich des Objekiiragers 
unproliliert ist. 

Fig. 3 cine Aufsicht auf das in Fig. 2 gezeigte Porations- 
werkzcug. 

Fig. 4 eine Darstellung ahnlich Fig. 2, wobei jedoch das 
als Elektrode ausgebildete Porationswerkzcug cine im wc- 
sent lichen zylindrische Fortu aufweist. 

Fig. 5 eine Aufsicht auf die Elektrode gem. Fig. 4, 

Fig. 6 einen Langsschnitt durch cine Vorrichtung, bci der 
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das Porationswerkzcug mil (els eines Piezo-EIemenis be- 
wegbar ist. 

Fig. 7 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung. bci der 
cin Laser si rah 1 in den Durchirittskanal cingekoppelt wird. 
5 Fig. 8 einen Langsschnitt durch einen Objekiirager. der 
eine zwischen zwei Begrenzungswiinden inncrhalb einer 
Obertlachenstrukt uric rung angeordnetcs Porationswerkzcug 
aufweist. 

Fig. 9 cine Aufsicht auf einen Objckuragcr. dcr cin Array 

10 mit einer Viclzahl von Porationswerkzeugen und Durch- 
triitskanalen aufweist. 

Fig. 10 cine Aufsicht auf einen Objekiirager. dessen Auf- 
lagebereich cine Karo-Sirukturierung aufweist und 

Fig. 1 1 eine Aufsicht auf einen Objekiirager, dessen Auf- 

15 1 age bercich wa ben torn tig strukturiert ist. 

Eine im ganzen mil 1 bezeichnetc Vorrichtung zur Mani- 
pulation des Zellinneren einer in einem Nahnnediuni 2 be- 
tindlichen biologischen Zelle 3 (Fig. 1) weist einen Objeki- 
irager 4 auf. der einen Auilagebercich 5 hat, an den die Zelle 

20 3 adhareni an lager bar ist. 

Die Zelle 3 ist also auf dem Objckuragcr 4 immobilisicrt 
und haftct an dem Auflagebereich 5 an. Zum Einbringen ei- 
ner Offnung in die an dem Auilagebercich 5 anhaftende 
Zelle 3 ist inncrhalb des Aullagebereichs 5 cin Porations- 

25 wcrkzeug 6 angeordnet. Der Objckttragcr 4 weist einen 
Durehrriitskanal 7 zur Manipulation des Zellinneren auf. der 
im Bercich des Poralionswerkzeugs 6 in den Auflagebereich 
5 mundet. Tn Gebrauehsstellung ist der die Mundung urn- 
grenzende Rand des Objckttragers 4 mit Abstand vom Auf- 

M) I age rand der Zelle 3 angeordnet ist. Der an dem Objckura- 
gcr 4 anhaftende Mcmbran bercich dcr Zelle 3 umgrenzt also 
die Mundung des Durchtriltskanals 7, wodurch die im Tnnc- 
ren der Zelle 3 betindliche Zclltlussigkeit nach dem Einbrin- 
gen der Offnung in die Zellmembran gegen das Nahnne- 

35 dium 2 abgedichtet wird. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 1 bis 3 ist das 
Porationswerkzcug 6 cine Elektroporations-Eleklrode, die 
einen gegen uber der Obe r tl ache n ebene des Aullagebereichs 
5 vorstchenden aktiven Elektrode nbcreich 8 hat. Die Elek- 

40 trode ist als Hohl-Elektrode ausgebildet, die von dem 
Durchtritiskanal 7 durchsetzt' ist. Ein Abschnitt des Durch- 
tritiskanals 7 erst reckt sich von dem dem aktiven Elektro- 
de nbcreich 8 abgewandten Ende der Elektrode zu dem akti- 
ven Elektrodenbereieh 8. Wie aus Fig. 3 und 5 besonders gut 

45 erkennbar ist. umgrenzt der aktivc Elektrodenbereieh 8 die 
Mundung des Durchtriltskanals 7 ringfonuig. Tn dem Auila- 
gebercich 5 ist fcrncr ein den aktiven Elektrodenbereieh 8 
umgrenzender clckirischcr Isolator 9 angeordnet, an dem die 
Zelle 3 gegen das Nahnnediuni 2 abdichtend anlagerbar ist. 

50 Die Elektrode miltels einer in den Objckuragcr integrier- 
ten Lei tcr balm an ein cicktrischcs oder elekironisches 
Schaltclement angeschlossen. mil dem sie mit einer Elekiro- 
poraiions-Spannungsquellc verbindbar ist. Zum Offnen der 
Zellmembran wird zwischen dem Porationswerkzcug 6 und 

55 dem Nahnnediuni 2 eine elcktrische Spannung angelcgt. 
woraulhin uber das Porationswerkzcug 6 cin clckirischcr 
Strom in die Zellmembran IlicBt. dcr die Zellmembran im 
Bercich des Poralionswerkzeugs 6 of met. Die in die Zelle 3 
mine Is des Poralionswerkzeugs 6 eingebrachic Offnung ist 

ft) durch den sie umschlieBenden. an dem [solator 9 des Ob- 
jektiragers 4 anhaficnden Zcllmenibranbereich gegen das 
Nahrmedium 2 abgedichtet. Dadurch wird ein Potemialaus- 
gleieh zwischen dem Potential der im Innercn dcr Zelle 3 
belindlichen Zcllllussigkeit und dem des Nahnuediums 2 

65 verhinden. 

Nach dem Offnen der Zellmembran wird das [nnere der 
Zelle 3 durch den Durchtritiskanal 7 hindurch manipuliert. 
Da bei kann beispielswcise durch den Durchtritiskanal 7 eine 
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Substanz aus deni Zellinneren entnommen und/oder in das 
Zeili nnere eingebracht wcrdcn. Die Substanz kann bei- 
spielsweise ein Zellbestandteil, ein Gen, ein Protein, ein lo- 
xischer Stoff, den die Zelle delektieren soil, uncl/oder ein 
Medikanienu dessen Wirkung auf die ZelLe untersucht oder 
mit deni die Zelle be li an dell werden soil, aufweisen. Hs kon- 
nen aber auch in der Zelle vorhandene Substanzen oder Ze 11- 
bestandteile verandert werden, indem sie beispielsweise 
durch den Durehtrittskanal 7 hindurch niit energiereicher 
Strahlung bestrahlt werden. Durch den Durehtrittskanal 7 
hindurch kann auch ein Mikromanipulator oder dergleichen 
Werkzeug in das [nnere der ZelLe eingefiihrt werden, urn 
dort tnechanisch das Ze Hi nnere zu inanipulieren. Dadurch 
kann an einer bestimmten S telle im Zellinneren gezielt eine 
Vercinderung vorgenomnien werden. 

Bei den Ausfiihrungsbeispielen nach Fig. i bis 3 weist 
das als Elektrode ausgebildete Porations werkzeug 6 etwa 
die Form eines Kegelstunipfs auf, wobei der im wesent Li- 
chen zylindrische Durehtrittskanal 7 die Elektrode entlang 
der Mittelachse des Kegels durchsetzt. Die Symmeirieachse 
der Elektrode ist jeweils etwa rechtwinklig zur Obertlachen- 
ebene des Objekttragers 4 im Aullagebereich 5 angeordnet. 
Das Porationswerkzeug 6 kann ganz oder teilweise in die 
Obertlache des Objekttragers 4 ein gel as sen sein. 

Der aktive Elektrodenbereich 8 der Elektrode umgrenzt 
jeweils die Mundung des Durchtrittskanals 7 und weist eine 
gegeniiber der Obertlachenebene des Auflagebereichs 5 vor- 
stehende, scharfe Ring-Kante 10 auf. deren Querschnitt sich 
ausgehend von der Obertlachenebene des Objekttragers zu 
der am we ites ten vorstehenden S telle der Elektrode ver- 
jungt. Dadurch ent stent bei in An lege n einer Hlektroporati- 
ons-Spannung an das Porationswerkzeug 6 in dem aktiven 
Elektrodenbereich 8 eine besonders hone elektrische Feld- 
starke. die das Offnen der Ze lime mb ran erleichtert 

Der die flohi- Elektrode durchsetzende Teilbereich des 
Durchtrittskanals 7 kann mit Nahrtnedium 2 gefiillt sein. 
Dadurch konnen die elektrischen Ladungstrager von der den 
Durehtrittskanal 7 umgrenzenden [nnenwand der Elektrode 
zu der an der Mundung des Durchtrittskanals 7 hefindlichen 
Zellniembran gelangen, wodurch sich insgesamt eine gro- 
Bere wirksarne E le k t rode nrl ache ergibt und der elektrische 
Kontaktwiderstand zwischen der Elektrode und der Zellflus- 
sigkeit en t spree he nd vermindert ist. Die Elektrode no bertla- 
che kann eine Oberllachenrauhigkeit aufweisen, welche die 
Oberrlache der Elektrode vergroBert. Die Elektrode kann 
beispielsweise aus porosem Silizium bestehen oder eine Be- 
schichtung aus diesem oder ein em anderen porosen Material 
aufweisen. 

Wie in Fig. 1. 4, 6 und 7 besonders gut erkennbar ist, 
weist der elektrische Isolator 9 innerhalb des Autlagebe- 
reichs 5 einen gegeniiber dessen Obertlachenebene vorste- 
henden Vorsprung 11 auf, an dessen der Obertlachenebene 
abgewandten freiem Ende der aktive Elektrodenbereich 8 
der Ele ktroporat ions-El ekt rode angeordnet ist. Der aktive 
Elektrodenbereich 8 ist dadurch elektrisch gut leitend an die 
an dem Aullagebereich anhaftende Zelle 3 angekoppelt. Der 
Querschnitt des Vorsprungs 11 verjCingt sich ausgehend von 
der Obertlachenebene des Autlagebereichs 5 zu der am wei- 
testen vorstehenden S telle hin. Dadurch sind der Vorsprung 
11 und die Elektrode fertigungstechnisch besser herstellbar. 
AuBerdem ennoglicht der sich verjungende Vorsprung 11 
eine gute mechanische Festigkeit. Der Vorsprung 11 kann 
aber auch einen in seiner Erstreckungsrichtung konstanten 
Querschnitt aufweisen. Der Vorsprung 11 kann beispiels- 
weise mitt els LIGA-Teehnik hergestellt werden. 

Der Objekttrager 4 weist ein im wesent lichen plaltenfor- 
miges Substrat 12 auf weist, das beispielsweise aus einem 
Ilalbleitennaterial (z, B. Silizium oder Gallium-Arsenid), 
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Siliziumcarbid, Glas oder Kunststoff bestehen kann. Auf 
dieses Substrat kann der Isolator 9 als Beschichtung. bei- 
spielsweise durch S put tern aufgebracht sein. Gegebenen- 
falls kann das Substrat 12 auch eine flexible Folie sein. 
5 Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig. 6 ist zwischen 
dem Porationswerkzeug 6 und dem Substrat 12 des Objekt- 
tragers 4 ein Piezoelement 13 angeordnet. das an seine m 
freien, relativ zu dem Objekttrager 4 be we g lichen Ende das 
Porationswerkzeug 6 tragt. Dieses hat an seinem deni Piezo- 
io element 13 abgewandten Ende eine scharfe Ring-Kante 10. 
die Gebrauchsstellung an der Zelle 3 angreift. Mil seinem 
dem Porationswerkzeug 6 abgewandten Ende ist das Piezo- 
. element 13 an dem Substrat 21 des Objekttragers 4 fixiert 
ist. In dem Aullagebereich 5 ist der das Porationswerkzeug 6 
15 umgrenzende elektrische Isolator 9 angeordnet. der Liber die 
Kegel mantel 11 ache des Porations werkzeugs 6 bis dicht an 
deren scharfe Kante 32 herangefuhrt ist. Mittcls des Piezo- 
elements 13 kann die Kante 10 des Porationswerkzeugs 6 
etwa in Rich lung der Oberrlac hen norm ale der durch den 
20 Aullagebereich 5 aufgespannten Ebene relativ zu dem Ob- 
jekttrager 4 auf eine an dem Aullagebereich 5 angel age rte 
Zelle iV.u und von dieser wegbevvegt werden. Das Piezoele- 
ment s 13 ist dazu mittcls elektrische r AnschluBLeitungen 14 
mit einer Strom versorgung verbindbar. Die Isolator 9 be- 
25 stent aus einem elastischen Material, das bei einer Ansteue- 
rung des Piezoelements iiber die AnschluBleilungen 14 eine 
Relativbewegung zwischen dem Porationswerkzeug 6 und 
dem Substrat 12 des Objekttragers 4 ennoglicht. 

Mit dem Piezoelement 13 konnen einzelne mechanische 
JO Impulse, eine Impulsfolge oder eine mechanische Schwin- 
gung auf einen Teilbereich der Zellmembrane ubertragen 
werden. Dabei wird ein etwa kreisscheibenfonniger Bereich 
der Ze 11 mem bran aus dem Mem bran verb und der Zelle 3 
herausgeschnitten. Durch die dadurch in der ZeLhnembran 
35 entstehende Offnungs kann das Innere der ZelLe 3 anschlie- 
tk*nd manipuliert werden kann. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig. 7 ist das Porati- 
onswerkzeug 6 ein Laserst rahl, der durch den Durehtrittska- 
nal 7 in den Aullagebereich 5 einkoppetbar ist. Der Lascr- 
40 strahl kann mit einem externen Laser 15 oder mittels einer in 
den Objekttrager 4 integrierten Laserdiode erzeugt werden. 
Wie aus Fig. 7 schematisch erkennbar ist. wird der Laser- 
strahl an einer von der Mundung des Durchtrittskanals 7 be- 
abstandeten Stelle mittels geeigneter Strahlfonnungs- unci/ 
45 oder -fuhrungsmittel in Erstreckungsrichtung des Durch- 
trittskanals 7 in diesen eingekoppelt und tritt an der Mun- 
dung des Durchtrittskanals 7 etwa in Richtung der Obertla- 
chennormalen der durch den Aullagebereich 5 aufgespann- 
ten Ebene aus dem Aullagebereich 5 aus. Mit dem Laser- 
50 strahl kann ein Teilbereich der Zellmembran der an dem 
Aullagebereich 5 angelagerten biologischen Zelle 3 be- 
strahlt werden. Die Wellenliinge der Laserst ranking ist so 
gewahlt, daG die Zellmembran die Laserst rah lung absor- 
biert. Beim Bestrahlen der Zellmembran mil dem Laser- 
55 st rail I wird diese so stark erwiirmt, daB sich die Zellmem- 
bran an der bestrahlten Stelle offnet. Nach deni Einbringen 
der Offnung wird die Laserstrahlung abgeschaltet, so daB 
dann durch die Offnung hindurch das Zellinnere manipuliert 
werden kann. Der die Mundung des Durehtrittskanal 7 in 
60 dem Aullagebereich 5 umgrenzende Isolator 9 dichtet das 
Innere der an dem Aullagebereich 5 anhaftenden. geo fine ten 
Zelle gegen das Nahnnedium 2 ab. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig. 8 ist urn das freie 
Ende des gegeniiber der Obertlachenebene des Autlagebe- 
65 reichs 5 vorstehenden, die scharfe Kante 10 aufweisenden 
Porationswerkzeugs 6 heruni in einem etwa ringformigen 
Bereich eine chemise he Substanz immobilisiert, die bei Be- 
riihrung mil einer an dem Autlagebercich 5 angelagerten 
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Zelle 3 cine OtTnung in deren Zellmembran einbringi. Diese 
Ausfiihrungsform weisi oincn besonders cinfachen Autbau 
auf. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel gemaB Fig. 4 und 5 isi der 
Durchtriitskanal 7 ntit cincm Fluid gefiilli. Dor Durchiriits- 5 
kanal 7 ist mil einer Pumpc verbunden. mil deni (tas in dem 
Durchirittskanal 7 cnthaltcndc Fluid eegen cine die Mun- 
dung des Durehirittskanals 7 abdichtende Ze 1 1 membrane ci- 
ncr dort angelagerten Zcllc 3 mil einem steuerbaren Unier- 
druck beau fsch lag bar ist. Der die Mundung des Durchiriiis- io 
kanuls 7 umgrenzende Rand weist cine ring ton nige seharfe 
Messer-Kanie 10 auf. die gegeniiber der Obertlaehenebene 
des Autlagehereichs 5 vorsteht. Naeh deiw Anlagern der 
Zcllc 3 an dent Porationswerkzeug 6 wird ein Tcilbereich 
der Zellmembran der Zelle 3 durch Absaugen von Nahrme- 15 
diuin 2 aus dem Durchtriliskanal 7 kurzzeitig so stark mil 
Unierdruck beau fsch lag I. da 6 der von der sen art en Kante 10 
des Porationswerkzeugs 6 umgrenzte Me mbran bereich der 
Zellmembran aus dem Mem bran verbund herausgelosi wird. 
Dadurch wird eine OtTnung in die Zellmembran einge- io 
brachi, durch wclche das Fnnere der Zcllc 3 manipulien wer- 
den kann. Naeh dem Kinbringen der Offnung wird der Un- 
ierdruck in dem Durchirittskanal 7 abgeschallet. 

Naeh dem Einbringen der OtTnung in die Zellmembran 
der Zelle 3 kann die mit dem Durchtriliskanal 7 verbundene 25 
Puinpe kurzzeitig in ihrer Forderrichtung umgekehrt wer- 
den. urn eine in dem Durchirittskanal 7 belindliche Sub- 
stanz, beispielsweise ein Medikament und/oder einen Fluo- 
renzfarhstoff durch die OtTnung der Zellmembran direkt in 
das Zetlinnere zu injizieren. Wenn an dem Porationswerk- JO 
zeug 6 keine Zelle 3 angelagert ist, kann der Durchtriitska- 
nal 7 auBerdem dazu benutzt wcrden, um in das Nahrme- 
dium 2 eine entsprcchende Suhstanz einzuleiien. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen gemaB Fig. 8 und 9 weist 
der Objektlrager 4 im Autlagebereich 5 jeweils mehrere, um 35 
das Porationswerkzeug 6 umlaufende Pro fi lie rungs vertie- 
fungen 16 auf. 

Wie aus Fig. 1 besonders gut erkenn bar ist, wird dadurch 
die Abdiehtung der Zellmembran der Zelle 3 gegen den 
Autlagebereich 5 des Objekttragers 4 verbesscri. -to 

Die Proti lie rungs vertiefungen 16 sind geschlossene Ring- 
nut en. die konzeni risen zu dem Porationswerkzeug 6 ange- 
ordnei sind. Die Ringnuten weisen jeweils einen etwa recht- 
eckformigen Querschnin auf. Zueinander benachbarte Ring- 
nuten sind jeweils in etwa gleichen Abstandcn zueinander 45 
angcordnet (Fig. 9). Die Abstiinde zueinander ben ach barter 
Prolilicrungs vertiefungen 16 und die 'Ilefe dicser Pro (i lie- 
rungs vertiefungen 16 sind an den Typ der an dem A ullage- 
bereich 5 anzulagernden Zellen 3 angepaBt. Die Kan ten der 
Pro tilierungs vertiefungen 16 konnen gerundet scin, um das so 
adharenie Anlagern einer Zelle 3 zu erleichtern. 

Die Prohlierungsvertiefungen 16 konnen in ihrem Verlauf 
Unterbrechungen aufweisen. wie dies am Beispiel cincr 
Karo-Strukturierung in Fig. 10 und einer Wabensiruktur in 
Fig. 1 1 gezeigt ist. Die Oberrlachenprofilierungen, die Ober- 55 
flachenrauhigkeit und das Oberfl ache n material konnen je- 
weils an einen best i mint en Zelllvp angepaBl scin. Dadurch 
kann die Zelladhasion verbessert oder gestcuert werden. 

Bci den Ausfuhrungsbeispielen naeh Fig. 1 und 8 ist die 
Oberfl achen-Prohlierung 16 als Beschichtung tail Mel ho- 60 
den der TIalbleitertechnik auf den clektrischen Isolator 9 
aufgebracht. Der Objektlrager 4 ist dadurch als Halbleiter- 
chip auf einfaehc Weise hersteltbar. Die Oberflachen-Proti- 
lierung kann aber audi mit anderen Verfahrcn, beispiels- 
weise in Dickschichtteehnik auf den rsolutor 9 aufgebracht 65 
werden. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel gemaB Fig. 8 sind beidseits 
des Porationswerkzeugs 6 Begrenzungswande 17 angeord- 
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net. die /.usammen mit dem Isolator 9 einen im Querschnin 
eiwa U-fonuigen Fuhrungskanal 18 bilcien. Dabei sind die 
Prolilicrungen 16 und das Porationswerkzeug 6 am Boden 
des Fuhrungskanals 18 z wise hen den Begrenzungswandcn 

17 angcordnet. Die Begrenzungswande 17 bilden ein ITin- 
dernis fur in dem Fuhrungskanal 18 belindliche Zellen 3. 
das diese nichi oder nichi ohne weiteres uberwinden kon- 
nen. Die Zellen 3 konnen sich dadurch im weseni lichen nur 
in First reckungsrichiung des Fuhrungskanals 18 bewegen. 
wobei sic zwangsliiulig mit dem Porationswerkzeug 6 in Be- 
rtihrung geraten. 

Der lichte Abstand der beidseits des Porationswerkzeugs 
6 angeordneten Begrenzungswande 17 ist an die Abtnessun- 
gen der Zellen 3 angepaBi und ist vorzugs weise etwas gro- 
Ber gewahlt als der Zelldurchiuesser der Zellen 3. Gegehe- 
nen falls konnen mehrere Porationswerkzcugc 6 in Erst re k- 
kungsrichtung des Fuhrungskanals 18 hintereinander angc- 
ordnet scin. Dadurch konnen mehrere Zellen 3 gleichzeitig 
gcoffnet und intrazellular manipulien wcrden. Der Quer- 
schniu des Fuhrungskanals 18 kann sich in Erstreekungs- 
richtung verjungen oder erweitern, d. h. der Fuhrungskanal 

18 kann an unterschicdlichen Sic lien eine unterschiedliehe 
Breite und/oder unterschiedliehe Querschnittsabmessungcn 
aufweisen. Ausgehend von der uefsten zu der am weitesten 
vorstehenden S telle des Fuhrungskanals 18 kann sich der 
Querschnin des Fuhrungskanals 18 beispielsweise verjiin- 
gen. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel getuaB Fig. 9 sind itu Aut- 
lagebereich 5 des Objekttragers 4 mehrere Porationswerk- 
zcugc 6 in Form cines Arrays angeordnet. Die einzelnen Po- 
rationswerkzcugc 6 sind jeweils an Rasterpunkten eines kar- 
thesischen Koordinatensystems angeordnet. Die Poralions- 
werkzeuge 6 konnen aber auch in anderer Weise in dem 
Autlagebereich 5 verteilt sein, beispielsweise in zueinander 
versetzten Reihen oder S pal ten oder frei verteilt. 

Auf und zwischen den Porationswerkzeugen 6 konnen 
zur Optimierung des Wachstums der Zellen 3 Leitstrukturen 
angeordnet scin. die ein gezieltes Anlagern der Zellen 3 
auch und/oder zwischen den Porationswerkzeugen 6 ermog- 
lichen. Die Leitstrukturen konnen beispielsweise eine Ober- 
tlaehenstrukturierung. eine Beschichtung oder eine entsprc- 
chende Topographiegest alt ung umfassen. Fur unterschiedli- 
ehe Zelltypen konnen verschiedene Abstande zwischen zu- 
einander benachbarten Porationswerkzcugc 6 vorgesehen 
scin. 

Bei den in der Zeichnung gezeigt en Ausfuhrungsbeispie- 
len ist der Durchirittskanal 7 jeweils mit einer Pumpc ver- 
bunden, mittels der Nahrniedium 2 aus dem Aullagebereich 
5 des Objekttragers 4 abgesaugt und an anderer S telle wie- 
dcr dem Autlagebereich 5 zugefuhrt werden kann. Dadurch 
wird das Anlagern einer Zelle 3 an das Porationswerkzeug 6 
erteiehiert. Gegebenen falls kann naeh dem Anlagern einer 
mittels des Durchtriitskanal 7 an das Porationswerkzeug 6 
angesaugicn Zelle noch fiir eine bestitumie Zeitdauer ein 
schwacher Unierdruck auf die Zelle 3 ausgeubt werden. bis 
diese selbstandig an dem Aullagebereich 5 anhaftet. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen naeh Fig. 1 bis 8 ist der 
Objektlrager 4 jeweils etwa plaltentormig ausgebildct. Der 
Durchtriitskanal 7 durchsetzt den Objekttrager 4 ausgehend 
von dem Aullagebereich 5 zu der diese m abgewandien 
Riickseite des Objekttragers. Bei dem Ausfuhrungsbeispiel 
naeh Fig. t weist der Objektlrager 4 im Bereich des Durch- 
triitskanals 7 cine Wandungsschwachung 20 auf, die eine 
geringere Wanddicke hat als ein seitlich dazu benach barter 
Wandungsbereieh. Dies wird durch eine an der Riickseite 
des die Wandungsschwachung 20 auf weise nden Objekura- 
gersbereichs angeordnete trichterfonuige Fiinformung 19 er- 
rcicht. Der Querschnin der Hinfonnung 19 verengi sich aus- 
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gehend von dcr riickseiiigen Obernachenehene des Objckt- 
tragcrs 4 zu dcr tieftsten Sic 11c dcr Ein form ung 19 hin. Da- 
durch crgibt si eh cine gute mechanise he Stabilitat. An dcr 
Riiekscitc des Objekttragers 4 wcisr der Durchtrittskanal 7 
cine AusehluBstelle 21 zuni Vcrbindcn mil einer Pumpe, ei- 5 
nem Unter- odcr Uberdruckreservoir, cineni Laser oder der- 
gleiehen Einrichtung auf. Erwahnt werden soli noch, daB 
auch bei den Ausfiihrungsbeispielen nach Fig. 2 bis 11 der 
Objekttrager im Bereich des Durchlrittskanals 7 cine redu- 
zierte Wands tiirke aufweisen kann. w 

Zusam men fas send bet riff t die vorlicgendc Erfindung cin 
Verfahren zur intrazellularen Manipulation einer biologi- 
schen Zelle 3, die in einem Niihr medium 2 adharent an ci- 
nem Aurlagebereich 5 angelagert wird. innerhalb des Aufla- 
gebereichs 5 der Zelle 3 wird mit Abstand von deren Aurla- 15 
gcrand eine Offnung in die Zellnierubran der Zelle 3 einge- 
bracht. Dabei dichtet der die Offnung umgrenzende, an deni 
Aurlagebereich 5 anhaftende Rand der Zcllinenibran die im 
Inncren der Zelle 3 befindliche Zcllrlussigkeit gegen das 
Nahrmedium 2 ab und isolicrt die Zellllussigkeit gegen das 20 
Nahrmedium 2. Durch die Offnung hindurch wird das In- 
nere dcr Zelle 3 manipulicrt. 

Patcntanspruche 

15 

1. Verfahren zur intrazellularen Manipulation wenig- 
sfens einer in einem Nahrmedium befindlichen, adha- 
rent an cine in Aurlagebereich angelagert en bio log i- 
schen Zelle (3), wobei in die Zellmembran der Zelle (3) 
eine Offnung eingebrachr und das Zcllinnere durch 30 
diese Offnung hindurch manipuliert wird, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Offnung innerhalb des A url age- 
be reichs (5) der Zelle (3) und mit Abstand von deren 

A url age rand in die Zellmenibrane eingebrachr wird. 

2. Vertahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 35 
net, daB die Offnung mittels Elektroporation in die 
Zellmembran eingebracht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zum Einbringen der Offnung in die Zell- 
membran auf einen Teilbereieh dcr Zeilmetrtbran we- -W) 
nigstens ein mechanischer Impuls ausgeubt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeich net. daB die Offnung mittels Schall- 
wellen, insbesondere Ultra- und/odcr Hyperschallwel- 
lcn in die Zellmembran eingebracht wird. 45 

5. Verfahren nach einem der Anspriichc 1 bis 4, da- 
durch gekennzeich net. daB die So hall we lien auf den zu 
offnenden Bereich der Zellmembran fokussiert wird. 

6. Verfahren nach einem dcr Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeich net, daB mehrerc Schallwellen der- 50 
art uberlagert werden. daB sich in re Schwingungen in 
den i zu offnenden Bereich der Zellmembran zu einer 
Schwingung mit erhohter Amplitude uberlagern. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche I bis 6. da- 
durch gekennzeich net, daB zum Einbringen der Off- 55 
nung in die Zellmembran ein Teilbereieh der Zellmem- 
bran der Zelle (3) mit energiereicher Strahlung, insbe- 
sondere mit Laserstrahlung bestrahlt wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeich net, daB die Offnung durch Einwir- 60 
kung einer chemischen Porations-Substanz in die Zell- 
membran der Zelle (3) eingebracht wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8. da- 
durch gekennzeich net, daB eine elekt risen und/oder . 
chemisch und/oder durch Strahlung aktivierbare Pora- 65 
tions-Substanz vcrwendet wird, die zum Einbringen 
der Offnung in die Zellmembran durch Einwirkung 
von Strahlung, einer Chemikalie und/oder eines elek- 
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(rise hen Pel des aktivicrt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriichc I bis 9, da- 
durch gekennzeichnet. daB cin zu offnender Teilbereieh 
dcr Zellmembran durch Beaufschlagung mit einem Un- 
terdruck und/oder einem Uberdruck aus dem Mem- 
branverband herausgelosl wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche I bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Zelle (3) durch eine 
Saugkraft an dem Autlagebereich tixiert wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche I bis U. da- 
durch gekennzeichnet, daB durch die Offnung hindurch 
wenigstens eine Substanz und/oder ein Zellheslandteil 
aus dem Zellinneren entnommen und/oder in das Zcl- 
linnere eingebracht wird. 

13. Vorrichtung zur Manipulation des Zellinneren we- 
nigstens einer in einem Nahrmedium behndlichen, eine 
Zellmembran aufweisenden biologischen Zelle (3), mit 
einem Objekttrager, der wenigstens einen Aurlagebe- 
reich (5) hat. an dem die Zelle (3) adharent. an lager bar 
ist. mit einem Poralionswerkzeug (6) zum Offnen dcr 
Zellmembran, und mil wenigstens eineni im Bereich 
des Porationswerkzeugs (6) be find lie hen Durch trittska- 
nai (7) zur Manipulation des Zellinneren, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) innerhalb 
des A ullage be reichs (5) angeordnet ist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13. dadurch gekenn- 
zeichner. daB das Porationswerkzeug (6) innerhalb des 
Aullagebereichs (5) von wenigstens einem elektrischen 
Isolator (9) umgrenzt ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) die im 
Autlagebereich (5) des Objckttragcrs (4) befindliche 
Mundung des Durchtritiskanals (7) im wesentlichen 
konzentrisch umgrenzt. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 15. 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) eine Elektroporat ions- Elekt rode ist, der cine mit 
dem Nahnnedium (2) in Kontakt bringbare Referenze- 
lektrode zugeordnet ist, und daB die Elcktroporations- 
Eiektrode und die Referenzelekrrode zum Elektropo- 
rieren der Zellmembran der Zelle (3) mit einer elektri- 
schen Spannungsquelle verbindbar sind. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) zum Offnen der Zellmembran dcr Zelle (3) mittels 
wenigstens eines Aktuators, insbesondere eines Piezo- 
elcments (13) quer zur Oberllache des Aullagebereichs 

(5) relativ zu dem Objekttrager bewegbar ist. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet. daB der Aktuator mit. einer 
Ansteuereinrichtung zum Erzeugen einer mechani- 
schen Schwingung. insbesondere einer Ultra- oder lly- 
perschallschwingung vcrbunden ist. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 

(6) mindestens eine, vorzugsweise gegenuber der 
Oberrlachenebene des Aullagebereichs (5) vorstchendc 
scharfe Spitze odcr Kante (10) aufweist. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet. daB a Is Porationswerkzeug 
(6) ein Laserstrahl vorgesehen ist und daB der Strahlen- 
gang des Laserstrahls durch den Durchtrittskanal (7) 
hindurch zu der im A ullage bereich befindlichen Miin- 
dung gefiihrt ist. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 20, 
dadurch gekennzcichncr. daB zum Erzeugen des Laser- 
strahls cine Laserdiode in den Objekttrager (4) inte- 
griert ist. 
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22. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 13 bis 21. 
dadurch aekennzeichnei. daB das Poraiionswcrkzeug 
(6) /.urn OtVncn dcr Zelltuembran der Telle (3) im Auf- 
lagebereich dcs Objekttragers (4) eine ehemisehe Pora- 
tions-Subsianz aufweisl und/oder daB cine ehemisehe 5 
Porations-Subsianz durch den Durchtrinskanal (7) zu 
dcs son Mundung zufuhrbar isi. 

23. Vorrichiung nach cincin dcr Anspriichc 13 bis 22. 
dadurch gckcnn/cichnci. daB sic wcnigslcns cine 
Punipe aufweist, die zum OtVncn dcr Zellmembran lo 
durch Beaufschlagung init Unier- odcr Uberdruck inir 
dem Durchtrinskanal (7) verbunden ist und/oder daB in 
der Durchtrinskanal (7) liber cin Ventil odcr derglei- 
chen Absperrelemem mil einem Untcr- odcr Uber- 
druckspeichcr verbindbar isi. 15 

24. Vorrichiung nach einem der Anspriichc 13 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Poraiionswcrkzeug 
(6) an einein gegeniibcr der Oberflachenebene des Auf- 
lagebcreichs (5) vorstehenden Vorsprung (11) angeord- 
net ist. 20 

25. Vorrichiung nach einein dcr Anspriichc 13 bis 24, 
dadurch gckennzcichnet. da6 sich dcr Querschnitt des 
Vorsprungs (11) ausgehend von dcr Oberilachenebenc 
des Auflagebereichs (5) zu der ant wciiesten vorstehen- 
den Slelle verjiingt. 25 

26. Vorrichiung nach einem dcr Anspriichc 13 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Objekttrager (4) ini 
Auflagebercich (5) cine Pro h lie rung aufweist, die we- 
nigstens eine um das Poraiionswcrkzeug umlaufende 
Prorilierungsvertiefung und/odcr einen um das Porati- 30 
onswerkzeug umlaufenden Prorilierungsvorsprung 
(16) hat. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 26, 
dadurch gckennzcichnet. daB die Prortlierungsvertie- 
fung und/oder der Pro tilicrungs vorsprung (16) in Er- 35 
srreckungsrichtung durch wenigstens eine Unterbre- 
chung unierbrochen isr. 

28. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 27, 
dadurch gckennzcichnet, daB die Profilierungsverrie- 
fung und/oder der Proh tie rungs vorsprung (16) ring tor- 40 
rnig ausgebildet ist und daB vorzugsweisc me h re re sol- 
cher ringforniiger Proftlierungsveniefungen und/oder 
Protilierungsvorspriinge ( 16) im wesentlichcn konzen- 
trisch zuru Poraiionswcrkzeug (6) angeordnet sind. 

29. Vorrichiung nach einem der Anspriichc 13 bis 28, 45 
dadurch gekennzeichnet, daB dcr elektrisehe Fsolator 
(9) eine an derOberflaehe der Prolilicrung angcordncte 
Isolaiionsschicht. isi. 

30. Vorrichiung nach einem dcr Anspriichc 13 bis 29, 
dadurch gckennzcichnet, daB der (die) Proiilierungs- 50 
vorsprung (-vorspri'mge) (16) auf die Obertlache des 
clekt rise hen Isolators (9) aufgebrachl ist (sind). 

31. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 30, 
dadurch gekennzeichncl, daB im Aullagebereich (5) 
dcs Objekitnigers (4) an dessen Obertlache eine wenig- 55 
stens ein Xclladhasionsprotcin aufweisende Beschich- 
tung und/oder cine hydrophile Beschichtung uncl/odcr 

un mi I lei bar benachbart zu dem Poraiionswcrkzeug 
eine hydrophobe Beschichtung angeordnet ist. 

32. Vorrichiung nach einem der Anspriiche 13 bis 31. 60 
dadurch gekennzeichnet, daB der Objekitrager (4) als 
etwa plat ten fdnniges Tragertetl ausgebildet, das an ci- 
ne rl-'lachsei le den Aullagebereich (5) aufweist, daB der 
Durchlrittskunal (7) den Objekttrager (4) ausgehend 
von dem Aullagebereich (5) zu der diesem abgevvand- 65 
ten Ruckseite des Objeknriigers (4) durehscr/t. und daB 
der Objekitrager im Bereich des Durchirittskanals (7) 
cine Wandungsschwiichung (20) aufweist. die in lir- 
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sireckungsrichtung dcs Durchirittskanals (7) eine klei- 
nere Abmessung aufweist als ein zu der Wandungs- 
schwiichung benachbarter Wandungs bereich. 

33. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 32. 
dadurch gekennzeichnet, daB die Wandungsschwii- 
chung (20) an einer an der dem Aullagebereich (5) ab- 
gewandien Ruckseite dcs Objeknragers (4) behndli- 
chen. vorzugsweisc trichierfdrmigen Hinformung (19) 
angeordnet ist. 

34. Vorrichtung nach einem der Anspriichc 13 bis 33. 
dadurch gekennzeichnet. daB als meehanische Fuhrung 
fur die Zellen (3) beidseits des Poraiionswcrkzeugs (6) 
Begrenzungswande (17) angeordnet sind. die vorzugs- 
weisc einen nuicnartigcn Fuhrungskanal (18) begren- 
zen. 

35. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, daB zum lirzeugen eines die 
Zelle (3) zu dem Poraiionswcrkzeug (6) leitenden elek- 
t rise hen Pel des im Aullagebereich (5) und/odcr be- 
nachbart dazu wenigstens cine Xusatzelektrode ange- 
ordnet ist. 

36. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 35. 
dadurch gekennzeichncl, daB in dem Aullagebereich 
{5) men re re. jeweils wenigstens einen Durchtrinskanal 
(7) aufweisende Porationswerkzcuge (6) vorzugsweisc 
als Arrays angeordnet sind. 
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